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Удвоенные гаплоиды уже около 100 лет используются во всем мире в селекционных про-
граммах и фундаментальных исследованиях как ценный гомозиготный материал. Вид
Cucurbita pepo L.  представлен огромным многообразием форм, включает высокопродук-
тивные овощные культуры и имеет широкое распространение в мире. Несмотря на боль-
шую экономическую значимость, создание эффективных протоколов, обеспечивающих
стабильное получение удвоенных гаплоидов у этого вида остается актуальной задачей.
Получение DH-растений представляет интерес не только по причине ускорения селек-
ционного процесса, но и за счет реализации огромного потенциала гаметоклональной
изменчивости, заложенной у этого высоко полиморфного вида. В обзоре рассмотрены
основные использующиеся технологии получения удвоенных гаплоидов у овощных куль-
тур C. pepo: партеногенез in situ стимулированный обработанной/облученной пыльцой,
гиногенез in vitro (культура неопыленных семяпочек in vitro) и андрогенез in vitro (культура
пыльников/микроспор in vitro).  Представлен анализ исследований, проведенных с начала
открытия гаплоидных растений до современных достижений и оценки перспектив в обла-
сти получения DH растений. Рассмотрены основные критические факторы, влияющие на
эффективность каждой из технологий и ее отдельных этапов. Представлена разработан-
ная технология получения удвоенных гаплоидов кабачка с использованием культуры
неопыленных семяпочек in vitro, позволяющая получать до 55 эмбриоидов на 1 культиви-
руемую завязь (28 эмбриоидов/100 культивируемых семяпочек). Для внедрения гаплоид-
ных технологий в селекционный процесс необходимо полученные растения-регенеранты
оценивать на уровень плоидности. Использование прямого подсчета хромосом в апикаль-
ных клетках может представлять определенную сложность у этого вида ввиду большого
их количества (2n=40) и их малого размера. В зависимости от уровня оснащения лабора-
тории определение плоидности с использованием проточной цитометрии клеточных
ядер и подсчета количества хлоропластов в замыкающих клетках устьиц в эпителии абак-
сиальной стороны листа, может быть более удобными методами. В обзоре рассмотрены
перспективы использования молекулярных маркеров для оценки на гомозиготность при
DH-технологиях, в том числе и у C. pepo.
Ключевые слова: Cucurbita pepo L., DH-растения, партеногенез, гиногенез, андрогенез,
гомозиготные линии, SSR-маркеры
Obtaining doubled haploids of
Cucurbita pepo L.
Abstract 
Doubled haploids have been widely used worldwide in breeding programs and fundamental research
as valuable homozygous material for about 100 years. The species Cucurbita pepo L. are represent-
ed by a huge variety of forms, include highly productive vegetable crops and have a wide distribution
in the world. Despite the great economic importance, the creation of effective protocols to ensure sta-
ble production of doubled haploids in this species remains an urgent task. DH plants are of interest
not only because of the acceleration of the breeding process, but also because of the realization of
the huge potential of gametoclonal variability inherent in this highly polymorphic species. In this
review, we analyzed the main technologies used for obtaining doubled haploids in vegetable crops of
C. pepo: parthenogenesis in situ stimulated by treated/irradiated pollen, gynogenesis in vitro (unpol-
linated ovule culture in vitro) and androgenesis in vitro (anther/microspore culture in vitro).  An analy-
sis is presented of the research carried out from the beginning of the discovery of haploid plants to
the current advances and evaluation of the prospects in the field of DH plant production. The main crit-
ical factors influencing the efficiency of each technology and its individual steps are considered. The
developed technology of doubled haploids obtaining using non-pollinated ovary culture in vitro is pre-
sented. This technology allows to obtain up to 55 embryoids per one cultivated ovary (28 embry-
oids/100 cultivated ovules) To introduce haploid technologies into the breeding process it is neces-
sary to evaluate the obtained plants for ploidy level. The use of direct counting of chromosomes in api-
cal cells may present a certain difficulty in this species due to their large number (2n=40) and their
small size. Depending on the level of laboratory equipment, ploidy determination using flow cytome-
try of cell nuclei and counting the number of chloroplasts in stomatal guard cells in the epidermis of
the abaxial side of the leaf may be more convenient methods. The prospects for the use of molecular
markers for assessment for homozygosity in DH technologies used, including C. pepo, are discussed
in the review. 
Keywords:Cucurbita pepo L., DH-plants, parthenogenesis, gynogenesis, androgenesis, homozygous
lines, SSR-markers
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СЕЛЕКЦИЯ И СЕМЕНОВОДСТВО СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ
Введение
Cucurbita pepo L. объединяет однолетние травянистые
растения, принадлежащие к Семейству Cucurbitaceae
Juss, роду Cucurbita L. и имеет широкое распространение
в мире ввиду большой экономической значимости. К
этому виду относятся кабачок, патиссон, и сама тыква,
плоды которой употребляют только в зрелом виде, и она
имеет длительный срок хранения. Кабачок и патиссон
зачастую называют летними овощными тыквами, и в анг-
лоязычной литературе они известны под общим названи-
ем «summer squash». Это сезонные и высокопродуктивные
овощные культуры, которые часто используют в пищу в
виде незрелых плодов через несколько дней после цвете-
ния, задолго до того, как плоды достигнут фазы биологиче-
ской спелости. В переработку на икру идут более зрелые
плоды кабачка и патиссона [1–3]. 
Наиболее ценными представителями вида C. pepo L. с
точки зрения производства овощной продукции являются
тыквы и кабачки. Согласно последним данным
Продовольственной и сельскохозяйственной организации
Объединенных Наций за 2019 год, тройку стран лидеров
по количеству произведенной продукции тыкв, кабачков и
патиссонов (культуры не разграничены статистикой)
составляют: Китай – 8,3 млн т., Украина – 1,3 млн т, Россия
– 1,1 млн т. По возделываемым площадям лидируют Китай
(материковая часть) – 450,6 тыс. га, Камерун – 176,1 тыс. га
и Турция – 126,2 тыс. га. Всего в мире за 2019 год посев-
ные площади, занятые под тыквенными культурами, соста-
вили около 1 539 023 га, с которых было собрано 22 900
826 т продукции. Посевные площади только под тыквами,
кабачками и патиссонами составили 19,4% от общей пло-
щади, занятой под тыквенными культурами, урожай с них
составил 9,6% от общего [FAOSTAT].
Основной мировой тенденцией в производстве овощей
является использование гибридов F1. Помимо проявляю-
щегося эффекта гетерозиса производство гибридных
семян позволяет защищать авторские права производите-
лей селекционно-семеноводческой продукции. Самыми
крупными мировыми производителями семян овощей
являются такие компании, как Semenis (дочерняя компа-
ния транснациональной корпорации Bayer), Syngenta
(дочерняя компания китайской госкорпорации
ChemChina), Rijk Zwaan Zaadteelt en Zaadhandel BV
(Нидерланды). Исходя из отчетов, представленных в
открытых источниках, ассортимент семян тыквенных куль-
тур данных компаний состоит исключительно из гибрид-
ных форм.
На 2021 год в Государственном реестре селекционных
достижений, допущенных к использованию в Российской
Федерации, зарегистрировано 290 сортов и гибридов C.
pepo L., оригинаторство 24 из которых принадлежит
ФГБНУ ФНЦО, занимающегося селекцией тыквенных
культур уже более 100 лет. 44% селекционных достижений
культур данного вида составляют гибриды. 
Небольшое количество гибридов и превалирование
над ними сортов в российской селекции тыквенных куль-
тур свидетельствует об отсутствии у селекционеров воз-
можности внедрять технологии, позволяющие быстро соз-
давать родительские линии для гибридов F1. В связи с
этим выровненный линейный материал приобретает осо-
бую ценность в селекционном процессе. Линии должны
обладать комплексом хозяйственно ценных признаков:
устойчивостью к биотическим и абиотическим факторам
внешней среды, женским типом цветения, высокими вку-
совыми и технологическими качествами. Данные призна-
ки тяжело совместить в одном образце, но при помощи
методов биотехнологии можно ускорить селекционный
процесс.
Создание выровненной по хозяйственно ценным при-
знакам линии методами классической селекции может
быть достигнуто только за счет проведения искусственно-
го самоопыления (инцухтов) в течение 7-10 лет, но и в этом
случае нельзя достигнуть полной гомозиготности. Для
растений, относящихся к виду C. pepo, несмотря на нали-
чие достаточно крупных цветков, с которыми легко прово-
дить скрещивания, процесс искусственного самоопыле-
ния трудоемок ввиду особенностей культуры. У этого вида
цветки раздельнополые, и достаточно тяжело подобрать
мужские и женские цветки одного возраста. Все скрещи-
вания необходимо проводить вручную и индивидуально
изолировать каждый цветок. Все эти моменты обуславли-
вают большие временные и трудовые затраты, необходи-
мые для создания новых чистых линий и гибридных комби-
наций F1. Использование технологий получения удвоен-
ных гаплоидов (DH-технологии) позволяет создать 100%
гомозиготную линию в течение 1-2 лет, что в свою очередь
многократно повышает эффективность селекционного
процесса. Кроме того, конъюгация и кроссинговер хромо-
сом в профазе I мейоза, их случайное расхождение в ана-
фазе I и сочетание в микроспорах и мегаспорах, значи-
тельно повышают число классов расщепления. Каждый
удвоенный гаплоид является отдельным генотипическим
и фенотипическим образцом с уникальным сочетанием
гомозиготных аллелей. Наиболее ценные «исключитель-
ные» генотипы возникают с небольшой частотой, в связи с
чем особенно важно повышать эффективность техноло-
гий, увеличивая выход удвоенных гаплоидов.
Получение удвоенных гаплоидов у C. pepo весьма акту-
ально не только по причине ускорения селекционного про-
цесса, но и за счет реализации значительного потенциала
гаметоклональной изменчивости, заложенной у этого
вида. Вид C. pepo отличается огромным многообразием
форм. В связи с большой амплитудой изменчивости, при-
сущей виду, A.N.Duchesne называл его Cucurbita
polymorpha. Н.И. Вавилов отмечал, что в пределах C. pepo
L. имеются формы, легко скрещивающиеся между собой и
в то же время отличающиеся примерно в 1000 раз по
массе плодов [5]. Вид характеризуется огромнейшим раз-
нообразием формы плода (от круглой до очень длинной
или до плоской) и окраски (зеленой, оранжевой, желтой,
белой). При этом интенсивность окраски также сильно
варьирует от яркой до бледной, окраска – от почти черной
до почти белой. Цветовые узоры на плоде могут включать
продольные полосы различной ширины и пятнистость,
сетчатость, а также иметь сложный двухцветный узор, так
что на поверхности одного плода может присутствовать
сразу четыре цвета [3].
Среди вида C. pepo L. было выделено восемь групп,
принадлежащих к двум подвидам (subsp. pepo  и  subsp.
texana), отчетливо различающихся по форме плода и
выращивающихся для кулинарных целей, которые в англо-
язычной литературе получили следующие названия:
pumpkin, scallop, acorn, crookneck, straightneck, cocozelle,
vegetable marrow, zucchini [6,7].
Проведенное молекулярное исследование генетиче-
ского разнообразия рода Cucurbita с использованием SSR
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маркеров показало, что C. pepo L. содержит, безусловно,
наибольшую генетическую изменчивость среди видов,
относящихся к этому роду. Paris в 2016 году в своей рабо-
те представил наиболее полную характеристику вида C.
pepo L., отражающую все генетическое разнообразие [3].
Получение генетически стабильных (100% гомозигот-
ных) удвоенных гаплоидных (DH) линий за одно поколение
может значительно ускорить селекционный процесс.
Кроме того, поскольку у гаплоидов и удвоенных гаплоидов
все гены находятся в гомозиготном состоянии, все рецес-
сивные признаки у таких растений хорошо видны, так как
они не маскируются под действием доминантных аллелей.
Селекционеру удобно проводить отбор желаемых геноти-
пов, фиксировать мутации и проводить скрининг уже в
первом поколении. Кроме того, отбор на гаплоидном уров-
не может позволить исключить генотипы, обладающие
нежелательными мутациями [8]. Полученные гомозигот-
ные DH-растения могут напрямую стать новыми сортами
или ценными родительскими линиями для получения гиб-
ридных растений F1 [9]. Наличие DH-линий в большом
количестве повышает эффективность селекционных про-
грамм, в связи с чем очень желательны надежные протоко-
лы индукции гаплоидов для создания гомозиготных линий.
Исследования по получению удвоенных гаплоидов и их
использованию для решения фундаментальных и практи-
ческих задач уже проводятся в мире в течение 100 лет. На
данный момент протоколы производства удвоенных гап-
лоидов уже описаны для 384 видов. Они разработаны
путем применения различных in vivo и in vitro гаплоидных
технологий, таких как опыление облученной пыльцой,
межвидовые и внутривидовые скрещивания, скрещива-
ние с естественно или искусственно полученными линия-
ми гаплоидных индукторов, культура неопыленных завя-
зей или семяпочек  in vitro и культура изолированных пыль-
ников или микроспор in vitro [10]. Для культур, относящих-
ся к семейству Cucurbitaceae, большая часть протоколов
разработана для огурца и дыни, в то время как для культур,
относящихся к такому экономически значимому виду как
C. pepo, их количество невелико, в связи с чем их разра-
ботка является крайне актуальной.
История открытия гаплоидов и первые 
гаплоиды у культур семейства Cucurbitaceae
Первые два гаплоидных покрытосеменных растения,
для которых было получено цитологическое подтвержде-
ние, были обнаружены у дурмана обыкновенного (Datura
stramonium L.) при проведении опытов с применением
холодовой обработки для индукции хромосомных наруше-
ний [11,12]. Однако, опираясь на сведенья Harland [13],
можно предположить, что гаплоиды были впервые описа-
ны несколько ранее на хлопке сорта Man Cotton, образую-
щем относительно многочисленные пары близнецов в
семенах [14]. Вскоре за этим последовали аналогичные
открытия гаплоидов и у других видов, например, Nicotiana
tabacum [15],  Triticum compactum [16], Lucopersicum
esculentum [17]. Список видов, у которых обнаруживались
гаплоиды, стремительно пополнялся, многие ученые,
занимающиеся генетикой и селекцией достаточно быстро
поняли перспективность этого открытия, появилось боль-
шое количество научных работ, связанных с гаплоидией, и
первые обзорные публикации [18,19]. На возможность
получения гомозиготных линий путем удвоения хромосом
еще в 30-е годы XX века указали в своих работах многие
отечественные и зарубежные ученые [20–24], но разработ-
ка методики и практическое ее использование для уско-
ренного создания гомозиготных диплоидных линий были
осуществлены лишь в 1949 году [25]. Chase признан
одним из первых, кто включил гаплоиды в программу
селекции, в данном случае путем индукции гаплоидов в
кукурузе через партеногенез и с последующим удвоением
их хромосомного набора [26]. Основной прорыв гаплоид-
ных технологий произошел после открытия процесса анд-
рогенеза, когда было показано, что гаплоидные растения
могут быть получены из изолированных пыльников в куль-
туре in vitro [27,28].
Несмотря на то, что открытие гаплоидных форм про-
изошло в начале ХХ века, только через тридцать лет уда-
лось обнаружить гаплоиды в семействе Cucurbitaceae.
Первое упоминание об обнаружении гаплоидных близне-
цовых зародышей в семенах, полученных от межвидовых
скрещиваний C. maxima x C. moschata, произошло в рабо-
те Hayase, вышедшей в 1954 году. Автору удалось не толь-
ко подробно описать выращенные из близнецовых заро-
дышей растения, но и получить кариологическое подтвер-
ждение гаплоидного набора хромосом. В работе отмеча-
лось, что эти растения формировали женские цветки в
большом количестве, в то время как мужские цветки либо
вообще не образовывались (в полевых условиях), либо их
можно было обнаружить (в условиях теплицы), но при этом
пыльники в них были пустыми белого или коричневого
цвета. При опылении женских цветков нормальной пыль-
цой различных диплоидных растений происходило завя-
зывание плодов, однако семян в них не было [29]. 
В 1958 году L.E. Aalders, проводя опыты с семенами
огурца Cucumus sativus L., обнаружил, что при помещении
в воду большая часть семян огурца тонет, а другая часть
остается на поверхности воды. При извлечении зароды-
шей из плавающих на поверхности воды семян и помеще-
нии их на питательную среду в культуре in vitro, ему уда-
лось обнаружить и вырастить гаплоиды. Всего им было
получено 13 моноплоидных растений (термин
«monoploids» автор использовал в своих статьях), но толь-
ко восемь из них удалось довести в теплице до цветущего
состояния [30]. Несмотря на произведенные обработки
колхицином и образующиеся плоды, получить семян от
самоопыления в этом исследовании так и не удалось.
Способ выделения гаплоидов из флотирующих на поверх-
ности воды семян, предложенный Aalders, до сих пор
успешно используется с различными модификациями, как
у огурца, так и у других культур семейства Тыквенные
[31,32]. 
Гаплоидные растения также удалось получить у дыни в
потомстве от межвидового скрещивания Cucumis melo L.
(2n = 2x = 24) с Cucumis ficifolius A. Rich (2n = 4x = 48). При
этом количество обнаруженных гаплоидов было крайне
низким (до трех гаплоидных зародышей на 1000 семян) и
зависело от генотипа и сезона [33].
Низкий уровень спонтанного образования гаплоидов в
природных популяциях у культур семейства
Cucurbitaceae (менее одного гаплоидного зародыша на
тысячу семян) (Aalders, 1958) способствовал проведению
исследований по индукции гаплоидии с использованием
различных химических и физических факторов и биотех-
нологических методов in vitro. Однако по сравнению с
другими сельскохозяйственными культурами, для кото-
рых уже в 70-х годах ХХ века были созданы сорта с
СЕЛЕКЦИЯ И СЕМЕНОВОДСТВО СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ
использованием DH-линий (сорт рапса (Brassica napus)
Maris Haplona [34], сорт Mingo у ячменя (Hordeum vulgare)
в 1980 году [35] и т.п.), сообщения об успешном получе-
нии гаплоидов в этом семействе были крайне малочис-
ленными.
Использование рентгеновских лучей (Х-лучи) в каче-
стве мутагенного фактора широко использовалось уче-
ными в 50-60-х годах XX века. В 1958 году при проведении
опытов по облучению семян арбуза рентгеновскими луча-
ми (48,000 r) было получено диплоидное растение, у кото-
рого одна из ветвей была гаплоидной. Листья и цветки на
гаплоидной плети были меньшего размера, а стебель и
лепестки были тоньше. Получить плод на этой ветви не
удалось, несмотря на предпринятые попытки опыления
[36]. Это одна из первых работ по индуцированному полу-
чению гаплоидов у культур семейства Cucurbitaceae.
Первые исследования по индукции андрогенеза в
семействе Cucurbitaceae были проведены на Luffa
cylindrica в 1979 году [37]. Пыльники, выделенные из
бутонов длиной от 1 до 4 см, культивировали на питатель-
ной среде MS. Авторы протестировали большое количе-
ство разнообразных регуляторов роста в различных соче-
таниях, добавленных в индукционную питательную среду,
в результате чего удалось добиться образования бело-
зеленого каллуса в растрескивающихся пыльниках.
Цитологические исследования показали, что часть мик-
роспор при культивировании переходила на спорофит-
ный путь развития. Проведенные эксперименты по индук-
ции органогенеза из полученного каллуса при его суб-
культивировании на различных питательных средах не
увенчались успехом, и получить растения не удалось.
В 1983 году было сообщено о получении первого гап-
лоидного растения арбуза в культуре изолированных
пыльников in vitro, однако при пересадке в грунт это
растение погибло [38].
C тех пор как San Noeum в 1976 году получил первые
гаплоидные растения в культуре неоплодотворенных
завязей/семяпочек in vitro у ячменя Hordeum vulgare [39],
работы по культивированию женского гаметофита были
продолжены и на других сельскохозяйственных культу-
рах.  Первое сообщение об успешном получении удвоен-
ных гаплоидов в семействе Cucurbitaceae было сделано
Dumas de Vaulx R. и Chambonnet D. в 1985 году [40].
Авторам удалось индуцировать гиногенное развитие и
получить растения C. pepo L. в культуре неопыленных
семяпочек in vitro. В своей работе авторы изучили влия-
ние стадии развития женского гаметофита на образова-
ние эмбриодов у семи коммерческих гибридов F1
(Ambassador, Black Beauty, Diamant, Greyzini, Opal, Tara,
Tarmino). Наилучшие результаты были получены из семя-
почек, извлеченных из женских цветков, находящихся на
стадии за один день до распускания цветка.
Максимальный выход составил 4,3 эмбриоида на 100
культивируемых семяпочек. При этом было отмечено, что
из одной семяпочки могло образовываться сразу
несколько эмбриоидов. Всего в теплицу было высажено
более 50 растений, большинство из которых имели
диплоидный набор хромосом, однако встречались мик-
соплоиды, анеуплоиды, полиплоиды. При этом отмеча-
лось, что фенотипы полученных в культуре неопыленных
семяпочек диплоидных растений отличались от гибрид-
ных растений-доноров, и, кроме того, индивидуальные
растения отличалось между собой. Потомство, получен-
ное от самоопыления диплоидных растений-регенеран-
тов при высадке на следующий год и оценке по морфоло-
гическим признакам, выглядело достаточно выровнен-
ным. Все это свидетельствовало о гаметофитном про-
исхождении полученных растений [40,41].
Работы по индукции гаплоидии при культивировании
неопыленных завязей/семяпочек в дальнейшем продол-
жились и на других культурах семейства Cucurbitaceae
[42–46].
Одной из самых популярных технологий получения гап-
лоидов в семействе Cucurbitaceae является технологии
спасения партенокарпических зародышей,
индуцированных опылением γ-облученной пыльцой.
Впервые об успешном получении гаплоидов при опыле-
нии пыльцой, обработанной Со60, было сообщено для
дыни Cucumis melo L. [47], а впоследствии эта технология
была применена  на огурце [48–50]. Значительно позже
появились сообщения об использовании этой техноло-
гии у видов, относящихся к роду Cucurbita: для кабачка C.
pepo [51], тыквы мускатной C. moschata [52] и тыквы круп-
ноплодной C. maxima [53].
Основные достижения по получению удвоенных гап-
лоидов у культур семейства Cucurbitaceae были освеще-
ны в ряде обзоров [54–58] и опубликованы в виде прото-
колов, в том числе и в вышедшей в 2021 году книге
«Doubled Haploid Technology» под редакцией Jose M.
Segui-Simarro [10,59–63].
Современное состояние исследований 
по получению удвоенных гаплоидов C. pepo. L. 
Для получения удвоенных гаплоидов у культур C. pepo
L. обычно используют три различных метода: партеноге-
нез in situ стимулированный обработанной/облученной
пыльцой, гиногенез in vitro (культура неопыленных семя-
почек in vitro) и андрогенез in vitro (культура
пыльников/микроспор in vitro) [56,64]. При партеногене-
зе in situ индукция развития гаплоидного партеногенети-
ческого эмбриоида происходит из яйцеклетки под воз-
действием in vivo опыления облученной пыльцой. В каче-
стве источника облучения пыльцы чаще всего применяют
γ-лучи (γ-облучение), используя 60Co и 137Cs, либо Х-лучи
(рентгеновское облучение). Впоследствии, через 3-4
недели образовавшийся эмбриоид извлекается из семе-
ни и помещается на питательную среду в условия in vitro,
для прорастания и развития во взрослое растение. При
андрогенезе и гиногенезе, изолированные пыльники или
семяпочки из неопыленных завязей культивируют на
индукционной питательной среде в условиях in vitro. В
этих случаях под воздействием различных индуцирую-
щих факторов (температурные обработки, регуляторы
роста растений и т.п.), происходит переключение про-
граммы развития мужского/женского гаметофита на спо-
рофитный путь развития. Формирование взрослого
растения при этом возможно как за счет прямого эмбрио-
генеза (этот путь более предпочтительный), так и через
промежуточную стадию – образование каллуса.
Поскольку во всех трех способах процесс происходит в
гаплоидных клетках, то первоначально формирующейся
эмбриоид или каллус будет иметь гаплоидный набор хро-
мосом.  На втором этапе под воздействием определен-
ных факторов/агентов происходит удвоение хромосом, и
образующийся организм приобретает диплоидный
набор хромосом с гомозиготным состоянием аллелей.
ISSN 2618-7132 (Online)   Овощи России №4  2021 Vegetables crops of Russia №4  2021   ISSN 2072-9146 (Print)[  14 ]
BREEDING AND SEED PRODUCTION OF AGRICULTURAL CROPS
У каждого из этих методов при использовании их для
тыквенных культур имеются свои преимущества и огра-
ничения, которые были освещены в ряде обзоров
[55–57]. Для эффективного внедрения гаплоидных техно-
логий в селекционный процесс необходимо добиваться
увеличения выхода удвоенных гаплоидов, воспроизводи-
мости разрабатываемых методик, что невозможно сде-
лать без тщательной отработки всех этапов технологии.
Полученные растения-регенеранты необходимо в даль-
нейшем обязательно исследовать на уровень плоидно-
сти и на гомозиготность.
Партеногенез
Первые работы на C. pepo. L., целью которых было
получить гаплоидные растения методами опыления облу-
ченной пыльцой, были начаты Kurtar, Sari, Abak в 2002
году [51] и продолжаются до настоящего времени [65]
(табл. 1). За все время было изучено около 60 генотипов
C. pepo. L. В большинстве экспериментах в качестве
источника γ-облучения использовали Co60, ввиду легкости
его применения, хорошей проникающей способности в
ткани и индукции высокой скорости мутации при низкой
летальность по сравнению с другими видами облучения.
Только в исследовании Košmrlj et al., проведенном на
тыкве голосемянной C. pepo ssp. pepo var. styriaca [8],
сообщалось об успешном использовании Х-излучения
(рентгеновское облучение). Облучению обычно подвер-
гали либо мужские цветки (часто после удаления чашели-
стиков и лепестков) [66], либо заранее изолированные
пыльники [8,51,62,65]. Обязательным условием являлась
строгая изоляция женского цветка за сутки до распуска-
ния и сразу после опыления, чтобы избежать нежелатель-
ных опылений. Известно, что одним из важнейших факто-
ров, определяющих успех этой технологии, будет пра-
вильно подобранная доза облучения (Гр мин−1). На прак-
тике оптимальной чаще всего оказывается критическая
доза или полулетальная доза (LD50, то есть доза для
ингибирования прорастания 50% пыльцы) [56]. Дозы
облучения не должны быть такими высокими, чтобы пол-
ностью ингибировать прорастание пыльцевых трубок, но
в то же время они должны быть достаточно высокими,
чтобы нарушать нормальное оплодотворение и препят-
ствовать образованию диплоидных гибридных эмбриои-
дов. Авторы проводили эксперименты с различными
дозами облучения в диапазоне от 25 Гр  [51,67] до 400 Гр
[51] для γ-облучения и от 50 до 350 Гр для Х-облучения.
Оптимальная доза в разных исследования значительно
колебалась в зависимости от генотипа и составляла 50 Гр
[51,65],150 Гр  [65–67] и 200 Гр [8]. При использовании
рентгеновского излучения было отмечено, что завязы-
Таблица 1. Краткие протоколы индукции гаплоидов Cucurbita pepo L. путем опыления облученной пыльцой.
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ваемость плодов значительно снижалась при 200 Гр,
тогда как при 100 Гр наблюдалось снижение образования
зародышей. Также интересным представлялся обнару-
женный факт, что образование тетраплоидных зароды-
шей коррелировало с повышенным уровнем излучения,
используемого для пыльцевых зерен [8].
Вторым важным моментом технологии будет опреде-
лить, на какой стадии необходимо изолировать образо-
вавшийся партеногенетический зародыш и сколько дней
от опыления должно пройти. Этот показатель также
может варьировать в зависимости от генотипа донорного
растения и использующейся питательной среды для
«спасения зародыша». В опубликованных исследованиях
возраст плода, из которого извлекали зародыш, состав-
лял от 3-4 недель после опыления [67,68]  до 4-5 недель
[8,51,68]. В плодах более длительного срока созревания
– 5-6 недель увеличивался процент некротических
эмбриоидов коричневого и черного цвета. Поскольку
самым трудозатратным в этой технологии будет процесс
извлечения зародышей из семян, то этому этапу уделяет-
ся особенное место. При рассмотрении экономической
эффективности (трудозатраты, затраченное время, мик-
робные загрязнения, сохранность эмбриоидов) наилуч-
шими методами считается «посев семян непосредствен-
но в питательную среду» и «осмотр семян под флуорес-
центным источником света» [32]. Наиболее распростра-
ненный метод, применяемый у тыквенных культур, — это
проверка серии семян одно за другим под стереомикро-
скопом. Именно этот метод применяли и для C. pepo L.
Стадия развития, на которой находились зародыши при
извлечении их из семян, могла быть от глобулярной до
семядольной, что также влияло на последующее разви-
тие зародыша во взрослое растение-регенерант и на
конечный выход гаплоидов и удвоенных гаплоидов. Было
отмечено, что из эмбриоидов на глобулярной стадии раз-
вития развивались только гаплоидные растения (2n = 20),
тогда как из зародышей на семядольной стадии развития
развивались диплоиды (2n = 40). Из эмбриоидов на ста-
дии торпеды и из сердцевидных зародышей могло обра-
зоваться до 53,8% и 23,1% гаплоидных растений соответ-
ственно [51,66]. Хотелось бы отметить, что образование
диплоидных растений не всегда будет связано с процес-
сом спонтанной диплоидизации первоначально
гаплоидных эмбриоидов. В работе Košmrlj et al. [8],  при
проверке полученных диплоидных растений с использо-
ванием SSR-маркеров было показано, что все они
являются зиготическими зародышами.
В качестве индукционных питательных сред, на кото-
рые помещали  незрелые зародыши, использовали
среды  E20А  [8,51,68]  и MS [69] c добавлением IAA (0,01
мг / л) [65] и  среда CP [70] дополненная витамином B12
(0,08 мг/л) и IAA (0,02 мг / л) [66]. Kurtar et al., [65] в 2021
году модифицировал питательную E20A, увеличив содер-
жание Na2EDTA и FeSO4*7H2O в 2 раза и снизив концент-
рацию агара с 10 г/л до 8 г/л. В качестве регенерацион-
ной питательной среды в дальнейшем использовали
E20А[51], и MS с добавлением IAA (0,01 мг / л) и BAP (0,01
мг/л) [67]. 
Режим культивирования в разных протоколах мог
несколько варьировать по температуре от 23°С [8], 25°С
[68], 26°С [65,67] и до 28°С [51,62]. Культивирование во
всех случаях проводили на свету при 16-часовом фотопе-
риоде и интенсивности освещенности от 3000 люкс
[51,65] до 5000 люкс [67]. Максимальный выход по этой
технологии был получен Kurtar et al. в 2021 году [65].
Авторам удалось получить 64 семенника, из которых
было выделено 7034 семени с 521 зародышем. Всего
регенерировано 144 растения, из которых 28 – гаплоид-
ных, 77 – диплоидных и 6 – миксплоидных растений.
Среднее количество семян на один семенник/завязь
составило 110 штук, а количество образовавшихся заро-
дышей на одну завязь – 8 шт. Полученный результат
является хорошим достижением, но учитывая большую
генотипспецифичность, для массового включения этой
технологии в селекционные программы его еще нужно
улучшать.
Андрогенез
Число публикаций, в которых сообщается об успешной
индукции андрогенеза у C. pepo L. крайне ограничено
[44,63,71–73], впрочем, как и для всех представителей
семейства Cucurbitaceae. Первое упоминание об иссле-
довании, в котором сообщалось об успешном получении
нескольких гаплоидных растений C. pepo было проведе-
но Shail JW, Robinson RW в 1987 году [74]. На данный
момент нет ни одного сообщения об использовании куль-
туры изолированных микроспор для этого вида, хотя
именно эта технология является наиболее перспектив-
ным способом получения удвоенных гаплоидов, посколь-
ку отсутствие соматических тканей в культуре in vitro поз-
воляет не ставить под сомнение происхождение получен-
ных растений. Хорошо известно, что на индукцию андро-
генеза влияют многие факторы, такие как генотип, усло-
вия роста донорных растений, стадия развития микро-
спор, использующиеся предварительные температурные
обработки, состав индукционной и регенерационной
питательной среды, условия культивирования и субкуль-
тивирования.
Сорт Eskandrani оказался относительно отзывчивым к
андрогенезу и использовался практически во всех опуб-
ликованных протоколах [71–73] в качестве исходного
материала. В 2006 году [73] в исследования были включе-
ны и другие генотипы (Arlika F1, E 82-110 F1, Giad F1, Rula
F1, Queen F1, Yellow Bik F1), среди которых наибольшая
отзывчивость к андрогенезу была выявлена у образца
Yellow Bik F1.
Все исследователи использовали мужские цветочные
бутоны, собранные рано утром. Оптимальный размер
бутонов, содержащий пыльники с микроспорами на сред-
ней или поздней стадии развития, для этого вида состав-
ляет 9-10 мм (длина) и 4–6 мм (ширина). Плотно закрытые
бутоны с такими параметрами бутонов отбирают для вве-
дения в культуру in vitro и выделяют из них пыльники. 
Поскольку мужские бутоны кабачка имеют опушение и
более чувствительные к температурной обработке покров-
ные ткани, по сравнению с женскими бутонами и партено-
карпными плодами, то использовать стерилизацию 96%
спиртом с последующим краткосрочным обжиганием для
этой технологии не подходит. Во всех исследованиях по
андрогенезу рекомендовалось проводить ступенчатую
стерилизацию материала с использованием 70% водного
раствора этанола и 5,2% гипохлорита натрия.
Хорошо известно, что для перехода микроспор с
гаметофитного на спорофитный путь развития необхо-
димо использовать индуцирующие стрессовые факто-
ры. Чаще всего с этой целью используют разнообраз-
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ные предобработки и обработки пониженными и повы-
шенными температурами, либо сочетание контрастных
температурных режимов культивирования [75].
Впервые об успешном использовании предваритель-
ной холодовой обработки было сообщено в 1973 году
при культивировании пыльников дурмана [76], и в
последующем она использовалась при андрогенезе у
многих культур. Во всех опубликованных для C. pepo
исследованиях рекомендовалось также использовать
холодовую предобработку бутонов при 4°С в течение 4
суток (табл. 2).
Все исследователи в качестве индукционной питатель-
ной среды использовали агаризованную среду MS [69] с
различными концентрациями сахарозы: от 30 г/л до 150
г/л [71]. Концентрации сахарозы, оптимальные для
индукции каллусообразования у культивируемых пыльни-
ков, находились в достаточно широком диапазоне от 90
до 150 г/л [44,63].
Культивировать пыльники рекомендуется в темноте
при использовании обработки повышенной температу-
рой в течение 7 дней при 350С [71,72] или 320С [73],  а
затем при 250С (табл. 2).
Metwally et al. [71] получил максимальный выход при
использовании индукционной среды с добавлением
сахарозы в концентрации 150 г/л в сочетании с 2,4-D в
концентрации 5 мг/л. Всего удалось получить в этом
варианте опыта 19,3 растения или 30 растений на 100
пыльников. Во время исследования был проведен под-
счет хромосом у 20 полученных растений-регенеран-
тов, из которых 10 были диплоидными, а 10 – гаплоид-
ными.
Исследования Mohamed, Refaei по изучению влияния
сезонного фактора на выход андрогенных растений [72]
показали, что максимальный выход растений-регенера-
тов был получен из пыльников, высеянных в ноябре, что
превышало в два раза число у высеянных в марте и соста-
вило 260 растений на 100 пыльников. Анализ уровня пло-
идности показал, что 60% образовавшихся в культуре
пыльников растений были гаплоидными, 23% – диплоид-
ными и 17% – анеуплоидными.
Shalaby [73] было отмечено, что самым отзывчивым к
каллусообразованию генотипом оказался Yellow Bik F1, у
которого наблюдали самый высокий процент образова-
ния эмбриогенного каллуса – 38,7%, а количество регене-
рированных растений на каллус составило 8,9 шт. В
общем количестве полученных и проанализированных на
уровень плоидности растений 48,3% оказались гаплоид-
ными, а 51,7% – диплоидными.
Существенный прорыв в получении удвоенных гаплои-
дов при использовании мужского гаметофита у вида C.
Таблица 2. Краткие протоколы индукции гаплоидов Cucurbita pepo L. в культуре пыльников in vitro





















































Eskandarani 4°C - 4 с.
MS + 
S (30, 60, 90,
120, 150 г/л) + 
A 8 г/л + 
2,4-D 
(0,1, 1,0, 2,5, 5)
мг/л.
в темноте 35 °C 
в течение 7 с.,
далее 
в темноте 25 °C
в течение 28 с.
MS +
S 30 г/л + 
A 8 г/л + 
KT 0,05 мг/л + 
NAA 0,05 мг/л;
MS б/г
25 ± 1 °C, 










Eskandarani 4°C - 4 с.
MS + 
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4°C - 4 с.
MS + 
100 г/л S + 
A 8 г/л + 
2,4-D 5 мг/л
в темноте 32°C 
в течение 7 c.;
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A 7 г/л + 
2,4-D 2 мг/л + 
BAP 0,5 мг/л
35 °C -7 c. 
в темноте; 26 °C,
Ph 12/12, 
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BREEDING AND SEED PRODUCTION OF AGRICULTURAL CROPS
Таблица 3. Краткие протоколы индукции гаплоидов Cucurbita pepo L. в культуре неопыленных завязей/семяпочек in vitro
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S 30 г/л +
A 8 г/л + 
2,4D 1, 5 мг/л;
через 28c: 
MS б/г. + 
S 30 г/л + 
A 8 г/л
25 °С ± 1 °С, 
Ph 16/8
MS б/г + 
S 30 г/л + 
A 8 г/л (28c); 
MS б/г. + 
S 30 г/л + 
A 8 г/л + 
NaCl 0,5 мг/л 
(10 с); MS б.г. +
S 30 г/л + 
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4 °C - 2c
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Ms б./г. + 
S 20 г/л + 
Pht 3 г/л; 
CBM + 
S 20/г + 
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- FL без х. о.
MS + 
S 20 г/л + 
A 8 г/л + 
2,4-D 2,0 мг/л
35 °C 3c темн.,
26 °C,
Ph 12/12







2,0 мг/л 2,4-D +
0,5 мг/л BAP;
MS + 
4,0 мг/л BAP +
0,05 мг/л NAA +
0,1 мг/л 
TDZ; MS + 0,01











- - Kurtar, Seymen,2021 [59]
Примечания: 
б/г – without plant growth regulators – безгормональная среда; 
Без х. о. – without cold pretreatment – без холодовой предобработки;
с. – day – сутки;
Ph – photoperiod – фотопериод;
Pht – phytogel – фитогель;
A – agar – агар;
Amp - ampicilline – ампицилин;
G -glucose – глюкоза;
S -sucrose – сахароза;
FL – (morning of the flowering/anthesis day) -утром в день раскрытия цветка;
FL – 1 (1 day before flowering) – за сутки до распускания цветка;
FL – 2 (2 day before flowering) – за 2 суток до распускания цветка;
С – induction medium C – индукционная питательная среда С [41];
IMC – (Induction Medium for Cucurbitacea) [80];
CBM – (Cucumber Basal medium) [Gemes-Juhasz et al, 2002];
DH – doubled haploid – Удвоенный гаплоид; 
H – haploid – Гаплоид; 
M – mixoplid – Миксоплоид;
AnP – aneuploid – Анеуплоид;
TrP – triploid – Триплоид;
TeP – tetraploid – Тетраплоид; 
ППХ – chromosome counting – Прямой подсчет хромосом; 
ПЦ – flow cytometry – проточная цитометрия;
ЦА – counting chloroplasts in guard cells – Цитологический анализ
(количество хлоропластов в замыкающей клетках устьиц); 
MA – Morfological analysis – морфологический анализ
ISSN 2618-7132 (Online)   Овощи России №4  2021 Vegetables crops of Russia №4  2021   ISSN 2072-9146 (Print)[  18 ]
СЕЛЕКЦИЯ И СЕМЕНОВОДСТВО СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ
Рис. Получение DH растений в культуре неопыленных семяпочек in vitro у Cucurbita pepo L.
Fig. Production of doubled haploid plants through unpollinated ovule culture in vitro in Cucurbita pepo L.
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pepo может быть достигнут только при разработке про-
токола культуры изолированных микроспор и при обяза-
тельном включении этапа оценки полученных растений-
регенерантов с использованием молекулярных марке-
ров.
Гиногенез
Технология получения растений-регенерантов в куль-
туре неопыленных семяпочек включает пять основных
этапов. Первый этап – индукция эмбриогенеза, обес-
печивающая переход клеток зародышевого мешка с
гаметофитного пути развития на спорофитный с образо-
ванием эмбриоидов или морфогенного каллуса. Второй
и третий этап включают регенерацию растений и их уко-
ренение в культуре in vitro. Четвертый этап – это адапта-
ция растений к условиям in vivo и пятый – самоопыление
полученных растений-регенерантов R0 и получение
семенного потомства. На каждый этап будут влиять свои
критические факторы. Краткие протоколы, собранные
на основе опубликованных статей, представлены в таб-
лице 3.
На первом этапе одним из критических факторов
является стадия развития зародышевого мешка. У тык-
венных культур зародышевый мешок образуется по
Polygonium-типу, полностью созревает и готов к оплодо-
творению через несколько часов после раскрытия цвет-
ка. Оптимальной стадией для введения в культуру in vitro
будет почти зрелый зародышевый мешок. Часть иссле-
дователей считает, что вводить в культуру необходимо
семяпочки, выделенные из бутонов, находящихся в ста-
дии за 1 сутки до опыления [77,78] (табл.3), другая же
часть предполагает, что бутоны необходимо изолиро-
вать с вечера, а рано утром срывать. По данным нашей
лаборатории, для всех изученных тыквенных культур
оптимальным будет предварительно заизолированный
полураскрывшийся бутон [79,80]. 
Изучение влияния предобработки завязей низкими
положительными температурами в течение 1-14 суток
показало, что для C. pepo такой тип предобработки не
эффективен [44, 77, 80], в то время как температурная
обработка 40С уже выделенных и помещенных на индук-
ционную питательную среду семяпочек может оказы-
вать положительное влияние на индукцию гиногенеза
[78].  
Для С. pepo оптимальным является культивирование
выделенных семяпочек, а не кусочков завязи (ovarian
sliced), что достаточно часто практикуется у других тык-
венных культур [56]. Cемяпочки у кабачка и патиссона
достаточно крупные по сравнению с огурцом, их легче и
быстрее выделять, они меньше травмируются, в то
время как фрагменты завязи достаточно крупные, и кал-
лусообразование в них происходит достаточно интен-
сивно в окружающих семяпочку соматических тканях,
подавляя гиногенное развитие. 
Выделенные семяпочки оптимально сразу помещать
на свет и культивировать при 250С. Однако в исследова-
нии Shalaby (78) и в протоколе , опубликованном в 2021
году [59] выделенные семяпочки рекомендовалось куль-
тивировать в темноте при повышенных температурах
320С и 350С в течении нескольких суток для индукции
гиногенного развития (табл. 3).  В качестве основы
индукционных питательных сред были использованы
разнообразные питательные среды: среда С, разрабо-
танная ранее для перца [41]; среда  MS [77] [78]; среда
N6 [82] и среда IMC [80,81].
Для культур рода Сucurbita критичным будет пятый
этап технологии (этот же этап будет присутствовать при
получении удвоенных гаплоидов с использованием пар-
теногенеза in situ и андрогенеза). У растений, имеющих
раздельнополые цветки, после культуры in vitro доста-
точно часто бывает трудно добиться одновременного
распускания мужского и женского цветка, чтобы прове-
сти самоопыление, в связи с этим рекомендуется на
этапе регенерации проводить клональное микроразм-
ножение, чтоб получить как можно больше растений
одного генотипа для проведения последующих скрещи-
ваний [80,83].
Об эффективности созданной технологии обычно
судят по выходу гаплоидов/удвоенных гаплоидов на 1
культивируемую завязь или числу полученных растений
из 1 завязи. Хотя нам кажется, что более правильным
было бы учитывать количество полученных растений-
регенерантов R0 (линий)/на число культивируемых семя-
почек. В первом исследовании по получению удвоенных
гаплоидов, проведенном с использованием культуры
неопыленных семяпочек, был достигнут результат – 4,3
эмбриоида на 100 культивируемых семяпочек [41].
Shalaby [78] в 2007 году сообщил о успешном получении
гиногенных растений кабачка, при этом он привел дан-
ные о 48.8% отозвавшихся семяпочек и 15 растений,
полученных на одну чашку Петри, в которой содержится
25 семяпочек. Metwally et al. [71] приводят сведенья о
наилучшем результате, полученном на кабачке сорта
Eskandari – 11 регенерированных растений на 100 культи-
вируемых завязей. В нашей лаборатории после оптими-
зации технологии (рис. 1) нам удалось достичь макси-
мального урожая эмбриоидов 55 шт. на 1 культивируе-
мую завязь. В связи с представленным выше, получен-
ные нами данные могут считаться очень успешными, а
разработанная нами среда IMC [80] и этапы технологии –
достаточно эффективными для индукции гиногенеза у
культур, относящихся к виду C. pepo.
Определение плоидности 
полученных растений-регенерантов
Оценить полученные растения-регенеранты на уро-
вень плоидности – крайне важный этап технологии,
поскольку для успешного включения полученных расте-
ний в селекционный процесс необходимо получить
потомство от самоопыления, что невозможно будет сде-
лать у гаплоидных и триплоидных форм без перевода их
на повышенный уровень плоидности. Миксоплоидные
формы без стабилизации уровня плоидности, также
должны выбраковываться. 
Плоидность полученных растений-регенерантов
можно определить несколькими способами:
- прямым подсчетом хромосом (микроскопирование
цитологических препаратов). Этот метод широко исполь-
зуется в течение многих лет, несмотря на сложность
получения качественного препарата [84]. Как правило,
кончики молодых, развивающихся корней, считаются
наиболее удобным материалом для хромосомных наблю-
дений, как альтернативу можно использовать начинаю-
щие развиваться цветочные почки или листья [85,86].
Для получения качественных препаратов приходится
применять разнообразные холодовые обработки фикси-
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рованного материала, либо образцы обрабатывают анти-
микротрубочковыми агентами для деполимеризации
митотических веретен, предотвращения сегрегации хро-
мосом и увеличения их конденсации, и лишь затем окра-
шивают ДНК-красителями для визуализации [87].
Прямой подсчет хромосом является наиболее надежным
методом определения уровня плоидности [88], однако
этот метод требует много времени, а также оборудован-
ной для этого лаборатории, квалифицированной рабочей
группы, технически сложен и подвержен ошибкам, осо-
бенно у видов с маленькими и нечеткими хромосомами,
такими как у представители рода Brassica [89,90] и рода
Cucurbita [91].
- методом проточной цитометрии клеточных ядер
(определение содержания количества хроматина в ядрах
клеток). Это относительно простой и крайне быстрый,
позволяющий за рабочие сутки проанализировать
несколько сотен образцов, метод, требующий незначи-
тельное количество анализируемого материала. К пре-
имуществам также относится возможность проводить
исследование на любой стадии развития растения in vitro
и in vivo, даже когда проростки находятся на ранних ста-
диях роста [92]. Кроме того, проточная цитометрия -
единственный метод, который дает подробную информа-
цию о существовании миксоплоидных тканей и их про-
порциях в исследуемом генотипе [88]. В основе метода
лежит окрашивание клеток ДНК-специфическим флуо-
ресцентным красителем и последующая их детекция,
подсчет и сортировка с использованием лазера [93].
Несмотря на то, что быстрая обработка образцов сдела-
ла метод проточной цитометрии наиболее эффектив-
ным, точным и удобным подходом для определения уров-
ня плоидности регенерантов, его применение во многих
лабораториях все еще ограничено из-за высокой стоимо-
сти оборудования и более высокой стоимости каждого
анализа [94].
- по комплексу косвенных морфологических признаков
абаксимального эпидермиса листа (включает в себя
количество замыкающих клеток устьиц в поле зрения
микроскопа, расположенных на абаксимальной стороне
листа; размер этих устьиц; число хлоропластов в замы-
кающих клетках устьиц [75, 94]. При этом наблюдается
корреляция: чем меньше количество устьиц в поле зре-
ния микроскопа, тем больше длина и ширина устьица,
тем выше уровень плоидности. Эффективность данного
метода была отмечена для разных культур: Brassica spp.
[94,95], Solanum tuberosum L. [96], Capsicum annuum L.
[97], Physsalis peruviana L. [98], Beta vulgaris [99].
Определение плоидности растений по числу хлоропла-
стов в замыкающих клетках устьиц является самым лег-
ким, быстрым, дешевым и применяется в практической
селекции растений уже более 50 лет [100]. К числу недо-
статков можно отнести: возможно проводить анализ
только на адаптированных к условиям ex vitro растениях;
оцениваемые растения должны быть выращены при оди-
наковых условиях. 
- фенотипическая сравнительная оценка растений.
Гаплоидные растения обычно имеют более мелкие цвет-
ки, аномальное развитие завязей, нерегулярное и нерав-
номерное развитие пыльников, более мелкие листья
[90,96,98,101].
Каждый из способов отличается по себестоимости
расходных материалов, стоимости необходимого обору-
дования, времени получения результата для одного
образца.  
Несмотря на то, что все эти способы определения пло-
идности употреблялись в немногочисленных опублико-
ванных протоколах для C. pepo L., подробного описания
методик нам не удалось найти. В литературе практически
не встречаются качественные фотографии метафазных
хромосом у гаплоидных, диплоидных, триплоидных, тет-
раплоидных растений кабачка, ввиду большого их коли-
чества у этого вида (2n=40) и их мелкого размера. Крайне
мало информации о референсных значениях показате-
лей у растений с различным уровнем плоидности для
использования протоколов по проточной цитометрии
клеточных ядер и количеству хлоропластов в замыкаю-
щих клетках устьиц (табл. 1, 2, 3).
Использование молекулярного анализа для 
оценки происхождения/гомозиготности растений, 
полученных с использованием DH-технологий
Несмотря на разработанные многообещающие под-
робные протоколы получения DH–растений, образование
удвоенных гаплоидов не происходит в 100% случаев.
Скорость производства DH может варьировать в зависи-
мости от вида и используемого метода. Например,
линии, индуцирующие образование гаплоидов у кукуру-
зы, показывают уровень образования гаплоидных
эмбриоидов от 8 до 10%, в то время как все другие полу-
ченные особи являются нежелательными продуктами
обычного оплодотворения [102]. Вне зависимости от
выбранной технологии получения DH-растений особенно
тщательно необходимо исследовать растения-регене-
ранты с диплоидным набором хромосом. Несмотря на
наличие достаточного количества работ, в которых было
показано, что спонтанная диплоидизация может происхо-
дить на очень ранних стадиях эмбриогенеза [103],
необходимо понимать, что часть образующихся расте-
ний-регенерантов, несущих диплоидный набор хромо-
сом, может происходить из соматической ткани донорно-
го/материнского растения, а не из гаметофитных (гапло-
идных) клеток. Особенно это нужно учитывать при
использовании методов культивирования пыльников и
неопыленных завязей/семяпочек [104,105].
Подтверждение того, что полученные растения действи-
тельно гаплоидны или являются удвоенными гаплоида-
ми, необходимо, чтобы избежать нежелательной гетеро-
зиготности и расщепления в потомстве при последую-
щих самоопылениях и скрещиваниях. Тщательный ана-
лиз предполагаемых гаплоидов/удвоенных гаплоидов
особенно важен при разработке новых методов и переда-
че полученных растений в селекционные лаборатории.
Отсутствие подтверждения гомозиготности полученных
растений-регенерантов может добавить годы дополни-
тельных усилий к исследовательским и селекционным
проектам [106]. Отличить спонтанные удвоенные гаплои-
ды (DH) от соматических диплоидов с помощью проточ-
ной цитометрии и цитогенетических наблюдений не воз-
можно, поскольку они содержат одинаковое количество
ядер и хромосом [107]. Идентификация гомозиготного
удвоенного гаплоида по морфологическим характеристи-
кам представляется достаточно трудоемкой и мало-
эффективной процедурой вследствие влияния условий
окружающей среды на морфологические признаки [108],
хотя о таких исследованиях достаточно часто сообщает-
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ся [96,109], в том числе и для культур семейства
Cucurbitaceae [110]. Использование молекулярных марке-
ров является хорошей альтернативой и эффективным
методом, позволяющим проводить тестирование большо-
го количества спонтанных удвоенных гаплоидов или гомо-
зиготных растений на ранних стадиях развития.
Методы молекулярного скрининга для проверки гомо-
зиготности могут быть применены к большинству сельско-
хозяйственных культур. По сравнению с изоферментным
анализом, который также используют в протоколах полу-
чения DH-растений [111–115], молекулярные маркеры
основаны на последовательностях генома, в связи с чем
более удобны и надежны для анализа на гомозиготность.
SSR маркеры (Simple Sequence Repeat), представляющие
собой микросателлиты (короткие последовательности
ядерной ДНК, состоящие из тандемно повторяющихся
нуклеотидных единиц длиной 1–5 нуклеотидов), являются
наиболее широко используемыми ДНК-маркерами для
подтверждения гаметического происхождения при
использовании DH-технологий [56,116,117]. SSR довольно
распространены в геномах эукариот и широко исполь-
зуются для генетического анализа из-за их кодоминантно-
сти, мультиаллельной природы, воспроизводимости,
обширного охвата генома и легкости обнаружения [118]. 
Aleza et al. при использовании технологии индукции пар-
теногенеза при опылении облученной пыльцой  получили
гаплоидные и DH-растения клементинов, у которых затем
подтвердили наличие единичных аллелей, специфичных
для материнского растения, с использованием анализа 52
SSR-маркеров [119]. 
При использовании 43 SSR-маркеров, которые были
гетерозиготными у донорной линии апельсина Valencia,
подтвердили гомозиготность и удвоение гаплоидов в
линиях, полученных в культуре изолированных пыльников.
Кроме того, анализ удвоенных гаплоидов с помощью
CAPS маркеров (cleaved amplified polymorphic sequence) и
последующее секвенирование целевых областей под-
твердил гомозиготное аллельное состояние двух генов
(LCYE и LCYB), участвующих в биосинтезе каротиноидов у
полученных DH- растений Citrus sinensis L. [118].
Аналогичное исследование было проведено Wang et al.
(2015), в котором был индуцирован андрогенез с помо-
щью культуры пыльников in vitro у сладкого апельсина
«Rohde Red» и получено два DH-растения. Авторы подтвер-
дили, что эти два DH-растения обладают лишь одним алле-
лем в каждом из 43 протестированных маркеров SSR
[120].
Генетический анализ пяти гаплоидных растений Citrus
maxima (Burm.) Merr. с использованием 32 SSR-маркеров
был проведен с целью подтверждения их гиногенетиче-
ского происхождения и изучения генетического разнооб-
разия. В результате проведенного анализа было показа-
но, что все гаплоидные растения обладали только одним
из аллелей. Также было подтверждено, что гаплоидное
растение (BX1) и его удвоенный гаплоид (BX1-DH) имеют
абсолютно одинаковые SSR-аллели. Исследование 30
растений, полученных от самоопыления DH-растений,
показало точно такие же SSR-аллели, что и у исходного
удвоенного гаплоида. В результате было доказано, что
самоопыленные DH-потомства могут поддерживать точно
такие же аллели, что и их родитель [121]. 
SSR-маркеры успешно использовались для идентифи-
кации гомозиготных спонтанных двойных гаплоидов у
кокосовой пальмы Cocos nucifera L. [122], масличной паль-
мы Elaeis guineensis [75], груши Pyrus communis L. [111],
ячменя Hordeum vulgare L. [106,123], Mimulus [124], карто-
феля Solanum tuberosum L. [96,125], перца Capsicum
annuum L. [126] и межвидовых гибридов рода Brassica
[127].
Еще одним интересным подходом для оценки на гомо-
зиготность полученного в результате использования DH-
технологий растений-регенерантов будет использование
EcoTILLING. Известно, что методы ферментативного рас-
щепления несовпадения для обнаружения полиморфизма
в гетеродуплексных молекулах ДНК (Enzymatic mismatch
cleavage methods for polymorphism discovery in
heteroduplexed DNA molecules) широко применялись в про-
ектах обратной генетики TILLING (от англ. Targeting
Induced Local Lesions in Genomes – введение индуцирован-
ных локальных повреждений в геномах) [128,129]. Этот
подход выгоден тем, что с небольшими изменениями его
можно применить к большинству видов. Кроме того, он
позволяет обнаружить полиморфизм не только у диплоид-
ных, но и у полиплоидных видов [130–132]. Для анализа
используется ряд ферментов, которые могут вызывать
двухцепочечные разрывы, что позволяет применять при
детекции результатов недорогие агарозные гели.
Стратегия обнаружения множественных типов естествен-
ных полиморфизмов в природных популяциях «multiple
types of natural polymorphisms in natural populations» впер-
вые была описана при изучении различных природных
экотипов у Arabidopsis, в связи с чем она и получила назва-
ние «EcoTILLING» [133]. Использование этого метода поз-
воляет легко оценить у большого количества генотипов
нуклеотидное разнообразие и потерю гетерозиготности
без использования дорогостоящего секвенирования ДНК.
Этот подход был успешно использован для оценки девяти
предположительно DH растений-регенерантов ячменя,
полученных в культуре изолированных микроспор. Авторы
протестировали 26 ампликонов, ранее разработанных для
TILLING с использованием самоизвлекаемой однонитевой
нуклеазы и стандартных агарозных гелей. 11 из 26 проте-
стированных праймеров позволили однозначно опреде-
лить гетерозиготность в гибриде F1 (использовался в каче-
стве донорного растения для получения DH в культуре изо-
лированных микроспор) и потерю гетерозиготности у
полученных растений-регенерантов, имеющих диплоид-
ный набор хромосом. Путем параллельного тестирования
ранее разработанных SSR-маркеров в этом же исследова-
нии было показано, что только три из 33 отобранных ранее
SSR-маркеров подходили для скрининга этих же образ-
цов. Это позволило авторам предположить, что подходы к
ферментативному расщеплению несовпадений могут
быть более эффективными, чем скрининг на основе SSR,
даже у видов с хорошо разработанными маркерами [106].
Данный подход в дальнейшем может быть использован и
на других видах.
У культур семейства Cucurbitaceae также имеются
сообщения об успешном использовании SSR-маркеров
для оценки растений-регенерантов, полученных в культу-
ре изолированных пыльников огурца [134] и неопыленных
завязей/семяпочек дыни [116] и огурца Cucumis sativus L.
[107].
Diao et al. использовали микросателлитные маркеры
(SSR) для анализа гомозиготности диплоидных растений,
полученных в культуре неопыленных завязей огурца. Из 33
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проанализированных диплоидных растений 17 (51,5%)
были идентифицированы как удвоенные гаплоиды. Для
анализа было отобрано 7 SSR пар праймеров (CMAG59,
CMGA104, CMCTT144, CMTC47, CMAT141, CMCCA145,
CMTC123), которые изначально были разработаны на
основе геномной библиотеки дыни [127], и выявляли гете-
розиготное состояние у материнских/донорных растений.
Три пары праймеров (CMAG59, CMGA104 и CMCTT144)
могли также и различать разные линии (Jinlv, Biyu и
Jinchun) на которых проводилось исследование [107].
В исследовании, проведенном Malik et al. [116] в 2011 на
дыне (Cucumis melo L.), было протестировано 23 пары
SSR-праймеров, из которых было отобрано шесть
(CMCT158, CMAT141, CMCCA145, CMGA172, CMCT505 и
CSGTT15b), выявляющих гетерозиготность донорных
растений, из которых в культуре неопыленных завязей
были получены растения-регенеранты, имеющие дипло-
идный набор хромосом. Все регенерированные проро-
стки оказались гомозиготными и имели гаметофитное
происхождение с последующей спонтанной диплоидиза-
цией. Примечательно, что одна пара праймеров
(CMGA172) у донорного растения амплифицировала 4
аллеля, в то время как у гиногенных проростков можно
было наблюдать только два из них. Таким образом, частич-
но гетерозиготных растений, гомозиготных по этому локу-
су, обнаружено не было. Выбрав этот локус первым для
анализа неизвестных диплоидов, возможно эффективно
выявить гетерозиготы за одну амплификацию. Ранее
Perera et al. [122] также пришли к выводу, что одной пары
праймеров с разделяющим аллелем в родительском доно-
ре достаточно для дифференцировки популяции, посколь-
ку все проанализированные проростки произошли от
одного и того же родителя-донора.
Микросателлитные праймеры оказались удобными для
оценки растений, полученных не только в культуре изоли-
рованных неопыленных завязей/семяпочек, но и в культу-
ре изолированных пыльников огурца. Из 15 протестиро-
ванных SSR-праймеров два (CMAG59 и CMCTT144) оказа-
лись полиморфными и, следовательно, полезными для
идентификации DH среди популяции растений [134]. Как и
ожидали авторы, согласно оригинальному описанию
Danin-Poleg et al. [135], растения-доноры имели три поло-
сы амплификации для CMAG59, тогда как растения, полу-
ченные из пыльников, представили одну/две (для DH) или
три исходные полосы (для соматических регенерантов).
Для CMCTT144 растения-доноры представляли две поло-
сы, а растения, производные от пыльников, представляли
только одну (для DH) или две исходные полосы (для сома-
тических регенерантов). Среди 47 диплоидных растений,
полученных органогенезом из каллусов Beta Alpha F1, 19%
были соматическими диплоидами, тогда как 81% были
удвоенными гаплоидами (DH), что также подтвердило
высокий уровень возникновения спонтанной диплоидиза-
ции на ранних стадиях андрогенеза.
Нам удалось обнаружить только одно исследование по
применению микросателлитных маркеров в виде C. pepo
для оценки полученных растений-регенерантов.
Диплоидные растения были получены при использовании
технологии партеногенетического развития, стимулиро-
ванного опылением Х-облученной пыльцой цветков тыквы
голосемянной Cucurbita pepo ssp. pepo var. Styriaca. Из
протестированых 23 SSR-маркеров, было отбрано шесть
(CMTp80, CMTp88, CMTp125, CMTp142, CMTp235 и
CMTp245), амплифицирующих несколько дискретных
аллелей. Молекулярный анализ был проведен на 253 под-
твержденных методом проточной цитометрии диплоид-
ных растениях-регенерантах, полученных из плодов трех
разных генотипов. Чтобы различать диплоиды зиготиче-
ского происхождения и спонтанно удвоенные гаплоиды
(DHs), их аллельный состав сравнивали с аллельным
составом родительских растений; 245 (96,8%) образцов
показали гетерозиготность по первым двум протестиро-
ванным локусам, тогда как восемь были гомозиготными по
обоим тестируемым локусам. Проведенный дальнейший
углубленный SSR анализ показал, что все полученные
диплоидные растения являются зиготическими зароды-
шами, а не образовались в результате спонтанной диплои-
дизации [8].
Появившиеся в последнее время публикации по изуче-
нию генетического разнообразия C.pepo с использовани-
ем молекулярных маркеров, большое количество разрабо-
танных праймеров и построенная генетическая карта
этого вида [136,137], не оставляет сомнения, что в бли-
жайшее время в протоколы получения удвоенных гаплои-
дов у различных разновидностей C.pepo будет обязатель-
но включен этап тестирования с использованием, молеку-
лярных маркеров, поскольку только с его помощью можно
подтвердить происхождение полученных растений-реге-
нерантов.
Заключение
Современные селекционные программы у тыквенных
культур невозможно ускорить без использования гомози-
готных линий, созданных с использованием DH-техноло-
гий. В настоящий момент все усилия направлены на разра-
ботку эффективных технологий получения DH-растений.
Существенно удалось улучшить выход удвоенных гаплои-
дов C.pepo при использовании технологии культивирова-
ния неопыленных семяпочек in vitrо, а технологию культи-
вирования микроспор только предстоит еще разработать.
Кроме того, необходимо учитывать, что выход удвоенных
гаплоидов даже внутри одного вида может сильно разли-
чаться в значительной степени по неизвестным причинам,
а многие виды и генотипы так и остаются неотзывчивыми.
Решить эту проблему возможно позволят появившиеся в
последнее время новые подходы с использованием мето-
дов редактирования генома CRISPR/Cas9, направленные
на получение линий гаплоиндукторов.  Появившееся
сообщение о том, что модификации центромер-специфич-
ного варианта гистона H3 (CENH3) вызывают элиминацию
генома у Arabidopsis thaliana [138], предполагает, что целе-
вые мутации в CENH3, индуцированные редактированием
генома, смогут приводить к продукции линий гаплоидных
индукторов и ускорять селекцию, в том числе и у овощных
культур, относящихся к виду C.pepo.
Список сокращений/Abbreviations:
DH – doubled haploid-удвоенный гаплоид;
2,4-D – 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid – (2,4-Д);
IAA – Indole-3-acetic acid (ИУК);
NAA – α-naphthaleneacetic acid (НУК);
TDZ – thidiazuron 1-Phenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)urea
(тидиазурон);
КТ – Kinetin (кинетин);
SSR – Simple Sequence Repeat
ВА – 6-Benzylaminopurine (БАП)
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